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TSPY- das „Testis-spezifische Protein des Y-Chromosoms“ – ist ein Protein, das auf dem Y-
Chromosom kodiert wird und bisher nur in Hoden nachgewiesen werden konnte. In Hodentumoren 
und auch in Prostata-Carcinomen ist die Expression im Vergleich zu normalem Gewebe erhöht. Das 
TSPY-Gen liegt in mehreren Kopien auf dem Y-Chromosom vor. Durch Southern Transfer-
Untersuchungen konnten zwischen 30 und 60 TSPY-Genkopien nachgewiesen werden. Eine Y-
Chromosom-Sequenzanalyse erfolgte bisher nur an einem einzelnen Individuum und zeigte 35 
TSPY-Genkopien. Eine genaue Bestimmung der individuellen Variation der TSPY-Genkopienzahl 
wurde bisher nicht durchgeführt. 
In dieser Arbeit erfolgt die präzise Quantifizierung der TSPY-Genkopienzahl durch Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion. Zunächst wurde die TSPY-Genkopienzahl an Blut gesunder Männer 
bestimmt. Es ergaben sich bei 51 Individuen Werte zwischen 26 und 180 Kopien, der Mittelwert lag 
bei 54 Kopien. Hinsichtlich der Fragestellung einer möglichen Rolle der TSPY-Genkopienzahl bei der 
erblichen Prädisposition für Hodentumoren erfolgte weiterhin eine Untersuchung an Blut von 
Seminompatienten. Bei 13 Patienten konnten zwischen 29 und 60 TSPY-Genkopien mit einem 
Mittelwert von 46 Kopien nachgewiesen werden. Die Ergebnisse bei diesen beiden Gruppen 
unterschieden sich nicht signifikant. 
Da Tumoren vom gesunden Gewebe abweichende somatische Genamplikationen mit 
Variationen der Kopienzahl aufweisen können, wurde zudem eine TSPY-Genkopienzahlbestimmung 
in gesunden Hodengewebe und in Hodentumoren durchgeführt. Die TSPY-Genkopienzahlen 
unterschieden sich in normalen und malignen Geweben nicht signifikant, im Gegensatz zu Blut war 
allerdings die Kopienzahl im gonadalen Gewebe mit durchschnittlich 179 TSPY-Genkopien 
signifikant erhöht. 
Die TSPY-Genkopienzahl korreliert offensichtlich nicht mit der Prädisposition für die 
Ausbildung eines testikulären Tumors. Allerdings ergaben sich Hinweise auf eine physiologische 
somatische Variation der TSPY-Genkopienzahl. 
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 4
 
 
INDEX 
 
 
 
 
 
 
 
1 EINLEITUNG ............................................................................................................................ 5 
1.1 Hodentumoren ................................................................................................ 5 
1.2 TSPY............................................................................................................... 6 
TSPY-Gen .............................................................................................................. 6 
TSPY-Genkopienzahl ............................................................................................. 7 
Das TSPY-Protein .................................................................................................. 7 
TTSN-Familie.......................................................................................................... 8 
2 MATERIAL UND METHODEN................................................................................................ 10 
2.1 Die Polymerasekettenreaktion ...................................................................... 10 
Prinzip der PCR .................................................................................................... 10 
Quantitative Echtzeit-PCR .................................................................................... 11 
2.2. Material ......................................................................................................... 16 
Blut- und Gewebeproben...................................................................................... 16 
Sonden und Starter............................................................................................... 16 
PCR-Amplifikation................................................................................................. 17 
DNA-Kalibrierung.................................................................................................. 18 
3 ERGEBNISSE ........................................................................................................................ 19 
4 DISKUSSION.......................................................................................................................... 26 
5 ANHANG ................................................................................................................................ 31 
6 LITERATUR............................................................................................................................ 33 
 
Lebenslauf ....................................................... Fehler! Textmarke nicht definiert. 
Danksagung.......................................................................................................... 39 
 
 
 
 
 
 5
1 EINLEITUNG 
 
1.1 Hodentumoren 
 
Hodenkrebs gehört mit einer Inzidenz von ca. 5/100 000 zu den häufigsten malignen Tumoren 
bei jungen Männern im Alter von  15 bis 35 Jahren. Als Risikofaktoren der Entstehung gelten 
anatomische Veränderungen wie Kryptorchismus und Leistenhernien und gonosomale 
Störungen, wie u. a. das Klinefelter-Syndrom (47, XXY) und die Gonadendysgenesie (z.B. 
testikuläre Feminisierung). Eine familiäre Häufung weist auf eine erbliche Prädisposition mit 
dominantem Erbgang bei verminderter Penetranz oder auch rezessivem Erbgang hin (53), für 
erstgradig Verwandte besteht ein sechs- bis zehnfach erhöhtes Risiko. Auslösende Gene 
konnten bisher nicht identifiziert werden. 
Keimzellen (Gameten) sind pluripotente Zellen, aus denen in den Testes die Spermien gebildet 
werden. Die Spermatogenese wird in die drei Phasen Spermatozytogenese, Meiose und 
Spermiogenese unterteilt. Bis zur Pubertät teilen und differenzieren sich die Gameten mitotisch 
zu Spermatogonien, aus denen sich lebenslang die primären Spermatozyten entwickeln. In der 
ersten Reifeteilung der Meiose werden diese zu sekundären Spermatozyten, aus denen in der 
zweiten Reifeteilung die haploiden Spermatiden entstehen. Während der Spermiogenese 
differenzieren sich diese ohne weitere Teilung zu Spermatozoen.  
 
Aus den Gameten entwickeln sich die Keimzelltumoren. Man unterscheidet beim Mann 
Seminome (47%) und Nichtseminome. Letztere sind in absteigender Malignität 
(Choriokarzinom, embryonales Karzinom, Dottersacktumor, Germinom, Teratom) unterteilt, 
jedoch enthalten 30% aller Keimzelltumoren mehr als eine dieser vorgenannten histologischen 
Entitäten. 
Hinsichtlich der Pathogenese und Progression von Keimzelltumoren wurden verschiedene 
Modelle entwickelt. Danach gehen Keimzelltumoren vermutlich aus einer malignen 
Transformation von primordialen Keimzellen in der Fötalzeit hervor. Carcinomata in situ (Cis) 
und Seminome können als Übergangsstufen hin zur malignen Transformation in 
Nichtseminome angesehen werden (Abbildung 1 (15)). 
 
 
 6
.
 
 
Auf die intrauterine Initiation folgen nach einem latenten Intervall von ca. 15 Jahren die 
Promotionsphase mit Verlust genomischer Prägung  und die Progressionsphase mit Auftreten 
von Aneuploidien. Mit der Inaktivierung von Tumorsupressorgenen (u.a. c-kit/SCF, c-MOS, n-
myc, PTHLH) bilden sich invasive Seminome. Am Ende dieser Kaskade stehen mit 
fortschreitender Aktivierung und Mutation von Onkogenen (u.a. p53) und Verlust von 
Chromosomenmaterial (u.a.15, 22) die Nichtseminome (NSE).  
Die meisten Studien über die Bedeutung des Y-Chromosoms bei der Tumorentwicklung 
basieren auf zytogenetischen Methoden, es gibt nur wenige molekulargenetische Analysen 
über Onkogene oder Tumorsuppressorgene auf dem Y-Chromososm, die möglicherweise in der 
frühen Phase der Tumorgenese eine Rolle spielen. (31). 
 
1.2 TSPY 
 
TSPY-Gen 
 
Ein Gen, das möglicherweise in der Tumorgenese beteiligt ist, ist das Gen für das Testis-
spezifische Protein auf dem Y-Chromosom (TSPY). 
TSPY findet sich beim Menschen als heterogene Genfamilie auf dem Y-Chromosom.  
Abbildung 1 Modell zur Pathogenese von Hodentumoren; TIN = testikuläre intraepitheliale 
Neoplasie, NS = Nichtseminom 
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Beim Menschen sind bisher mindestens neun TSPY-Gene (ca. 3% Divergenz) und fünf 
Pseudogene (ca. 1% Divergenz) (28, 61) identifiziert worden, die sich vor allem durch 
Variationen im Promotorbereich, eine 18bp-Duplikation und einzelne Nukleotidsubstitutionen 
unterscheiden. (28) Die beschriebenen TSPY-Gene enthalten sechs Exons, fünf Introns und 
eine Promotorregion unbekannter Länge. Das einzelne Gen ist 2,8 kb lang und in je ein 20kb-
Element der DYZ5-Tandem-Wiederholungseinheiten eingebettet.(35) 
 
TSPY-Genkopienzahl 
 
Die Zahl der TSPY-Genkopien ist sowohl individuell als auch bei verschiedenen Spezies 
variabel, sie wird z.B. bei der Ratte auf zwei, beim Rind auf 50 bis 200 (19), beim Menschen auf 
etwa 30 bis 60 geschätzt (35, 59). Die Sequenzierung der maskulinspezifischen Region (MRY) 
des Y-Chromosoms bei einem Individuum ergab 35 TSPY-Kopien im proximalen Bereich des 
kurzen Y-Arms (51). 
Fluoreszenz in situ Hybridisierung an Metaphase- und Interphasechromosomen und 
Hybridisierung mit cDNA-Sonden wiesen mehrere Genansammlungen nach: Eine auf dem 
proximalen kurzen Arm des Y-Chromosom im Intervall 3C von Yp11.2 (TSPY A), zudem 
mindestens drei weitere Loci auf dem kurzen und zwei auf dem langen Arm (TSPY B-F). (9) 
 
Das TSPY-Protein 
 
In Hodengewebe und Prostatakarzinomen konnten zwei Proteinprodukte TSPY-S und TSPY-L 
(nicht zu verwechseln mit TSPYL, dem Gen auf Chromosom 6) nachgewiesen werden. Das 
prädominierende Transkript ist TSPY-L (Synonym TSPYmajor). TSPY-S wird durch die Nutzung 
einer alternativen Splice-Stelle generiert. Beide Peptide unterscheiden sich aufgrund einer 
Verschiebung im Leseraster in der Länge (294/308 Aminosäuren) und der C-terminalen 
Sequenz. (28) 
Die Funktion des TSPY-Proteins ist nicht bekannt. Schnieders (47) zeigte mit 
immunhistochemischen Methoden eine Anreicherung von TSPY in Spermatogonien und -zu 
einem kleineren Teil- in den primären Spermatozyten. Eine Bedeutung in der frühen 
Spermatogenese, beim Übergang von mitotischer Proliferation zu meiotischer Differenzierung, 
wird diskutiert.  
TSPY-RNA-Transkripte sind sowohl in normalem Hodengewebe als auch in gonadalen 
Tumoren quantifiziert worden. Eine im Vergleich zu normalem Gewebe erhöhte Menge des 
Proteins wurde in reifen testikulären Seminomen, Carcinomata in situ der Testes und in 
Prostatakarzinomen nachgewiesen (29,47) TSPY wird auch in Gonadoblastomen, benignen 
Tumoren, die vor allem bei Patienten mit dysgenetsichen Gonaden auftreten, überexprimiert. 
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TSPY liegt in der Y-chromosomalen Kandidatenregion von GBY, dem Gonadoblastom-
induzierenden Faktor (55, 61) 
 
TTSN-Familie 
 
TSPY ist ein Mitglied der „TTSN-Familie“. Zu dieser Gruppe gehören u.a. TSPYL („TSPY-like“, 
ein TSPY-Homolog auf Chromosom 6), SET, NAP-1 (nucleosome assembly protein1) und 
CDA1 (cell division nuclear antigen1) (4, 18, 60, 61, 62).  
 
Den Mitgliedern der TTSN-Familie 
scheint eine Rolle bei der Regulation 
des Zellzyklus in eukaryontischen 
Zellen zuzukommen. Der Zellzyklus 
wird am Übergang der vier Phasen M, 
G1, S und G2 durch Protein-Kinase-
Komplexe kontrolliert, die aus zwei 
Teilen, der aktivierenden Untereinheit 
Zyklin und der katalytischen 
Untereinheit Cdk (Zyklin-abhängige-
Kinase), bestehen. Zykline aktivieren 
CDK’s, welche daraufhin spezifisch 
Substrate phosphorilieren, dies ist ein 
notwendiger Mechanismus zur 
Progression des Zyklus. Sowohl die 
Zykline als auch die Cdk’s unterliegen 
hierbei einer Modulation durch 
aktivierende und hemmende Proteine (12). Hier scheint ein Wirkungsort der TTSN’s zu liegen. 
SET wirkt am Übergang der Phasen G1 –S und G2- M aktivierend; in vitro konnte die Bindung 
von SET und NAP an Zyklin B selbst nachgewiesen werden (11, 12, 32). Die Funktion von CDA 
1 liegt - im Gegensatz zu SET und NAP - möglicherweise in einer Hemmung der Passage des 
Zellzyklus. (4, 11, 12, 23, 32, 50). 
 
Ob und in welcher Weise TSPY selbst in den Zellzyklus eingreift, ist nicht bekannt. Es zeigt 
Homologie mit funktionellen Regionen von SET und wirkt möglicherweise  ebenfalls in der 
Regulation des Zellzyklus ein. (61) 
 
Als Zielsetzung dieser Arbeit sollte unter anderem die TSPY-Genkopienzahl im männlichen 
Genom und ihre interindividuelle Schwankung ermittelt werden. Des Weiteren sollte untersucht 
 
Abbildung 2  Wirkungsweise von Genen der 
TTSN-Familie 
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werden, ob die Prädisposition für die Ausbildung eines Hodentumors mit der TSPY-
Genkopienzahl korreliert ist. Immunhistochemische Untersuchungen an tumorösem 
Hodengeweben wie Carcinoma insitu, Seminomen und Gonadoblastomen haben gezeigt, dass 
TSPY in diesen nativen und malignen Geweben stark exprimiert wird. Es ist denkbar, dass 
dieses Phänomen auf einem TSPY-Gendosiseffekt beruht und damit auf eine genomische 
Amplifikation des TSPY-Gens bei Hodentumorpatienten zurückzuführen ist. 
 
Zur Prüfung dieser Hypothese wurde die TSPY-Genkopienzahl in normalem Hodengewebe und 
in Blut von gesunden Männern mittels Echtzeit-Polymerasekettenreaktion ermittelt und mit der 
Kopienzahl in Blut und testikulärem Gewebe von Hodentumorpatienten verglichen. 
2 MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 Die Polymerasekettenreaktion 
Prinzip der PCR 
 
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode zur 
Amplifizierung spezifischer Nukleinsäuren (DNA). Die Zielsequenz des Matrizenstrangs wird 
während der PCR exponentiell vervielfältigt. 
Seit ihrer Entwicklung durch Mullis et al. 1986 hat die PCR vielfältige Modifizierungen und 
Verbesserungen erfahren, die jedoch alle dem gleichen Prinzip folgen: der Wiederholung eines 
dreistufigen Reaktionsaufbaus, dessen Einzelschritte sich alleine durch die Temperatur 
unterscheiden: 
 
1.) Denaturierung der DNA-Doppelhelix mit Auftrennung in komplementäre Einzelstränge 
bei 95°C 
2.) Hybridisierung der komplementären DNA-Sequenz mit Oligonukleotid-Startern, wobei 
die Hybridisierungstemperatur von Schmelzpunkt Tm des Oligonukleotids abhängig und 
somit für jedes Nukleotid unterschiedlich ist 
3.) Polymerisationsreaktion mit Extension der hybridisierten Oligonukleotid-Starter in 5’-3’-
Richtung durch die DNA-Polymerase 
 
Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die Menge des Produktes. Bei 100%-iger Effizienz entstehen 
rechnerisch nach 20 Zyklen aus einem einzigen Fragment 106 Kopien. 
In der Praxis zeigt die PCR nur eine Effizienz von ca. 70%, begründet v.a. durch die 
Konzentrationsunterschiede der einzelnen Komponenten während der Reaktion. (Tabelle 1(39)) 
 
 
Konditionen zu Beginn der Reaktion Konditionen nach 20 PCR-Zyklen  
Reagenzien Menge in 
Gramm 
Menge in 
Picomol 
Konzentration Verhältnis 
zu 
Fragment 
Menge 
in 
Gramm 
Menge 
in 
Picomol 
Konz. Verhältnis zu 
Schablone 
Verhältnis zu 
Fragment 
genomische DNA 1γg 5∗10-7 5 fM 1 1γg 5∗10-7 5 fM 1 10-6
Fragment (1kb) 0,3 pg 5∗10-7 5 fM 1 0,3 pg 0,5 5 nM 106 1
Jeder Starter 325 ng 50 0,5 γM 108 322 ng 49,5 0,495 γM 108 99
Jedes dNTP 2,88 γg 5∗103 50 γM 1010 2,78 γg 4,8∗103 48 γM 9,5∗109 9,5∗103
TaqDNA 
Polymerase 
2 U 0,1 1 nM 2∗105 2 U 0,1 1 nM 2∗105 0,2
Tabelle 1: Konzentrationen der Reagenzien zu Beginn und nach 20 PCR-Zyklen (39) 
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Die Amplifikationskurve während der PCR zeigt einen sigmoiden Verlauf mit drei Phasen 
(Abbildung 3). In den ersten Zyklen (E) binden Starter aufgrund der Konzentrationsunterschiede 
vermehrt an zur Zielsequenz alternative Bindungsstellen und initiieren deren Amplifikation, was 
die  Effizienz der PCR nur in den ersten Zyklen beeinflusst, da diese unspezifischen Produkte 
meist an ihrem Ende keine 
Bindungsstelle für den zweiten Starter 
besitzen und ihre Konzentration im 
weiteren Verlauf zu vernachlässigen 
ist.  
In der mittleren Phase der PCR (M) 
sind die optimalen Bedingungen mit 
harmonischen Konzentrationen der 
einzelnen Reaktionspartner erfüllt und 
die Amplifikationskurve zeigt einen 
exponentiellen Anstieg mit einer 
Verdopplung der Zielsequenz in jedem 
Zyklus. Da in der späten Phase der 
PCR (L) die relativen Konzentrationen 
der Polymerase und weiterer 
Komponenten sinken und zudem 
Bindungen zwischen komplementären Produkten entstehen, die nicht als Matrizen verfügbar 
sind, endet die Kurve in einem Plateau ohne signifikante weitere Amplifikation. Theoretisch 
besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge eines Fragmentes zu Beginn der 
Reaktion und der Kopienzahl nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen. Hierauf baut die 
quantitative Echtzeit-PCR (real-time PCR) zur Quantifizierung eines Gens auf, die Messung 
erfolgt in der exponentiellen Phase M der Reaktion bei jener Zykluszahl, nach der erstmals eine 
Akkumulation des Produkts erfasst wird (Abbildung 3). 
 
Quantitative Echtzeit-PCR 
Die angewandte Methode basiert auf der 5’-3’-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq DNA 
Polymerase. Zusätzlich zu den Reagenzien einer PCR (u.a. Primer, DNA-Polymerase) wird eine 
spezifisch zwischen die Starter an den Matrizenstrang bindende Sonde eingefügt, die am 5’-
Ende durch den fluoreszenten Reporterfarbstoff VIC (Emission 550nm) markiert ist. Am 3’-Ende 
trägt sie den Quencherfarbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethylrhodamin, Emission 585 nm). 
Weiterhin ist im PCR-Puffer ein interner Referenz-Farbstoff ROX enthalten. Wird die Sonde bei 
einer spezifischen Wellenlänge zur Fluoreszenz angeregt, so absorbiert der Quencher die 
Energie des Reporterfarbstoffs (Förster Resonanz Energie Transfer, FRET). Während der PCR 
führt die 5’-Exonukleaseaktivität der TaqMan-Polymerase zur Hydrolyse der Sonde, Trennung 
Abbildung 3 Darstellung der 
Produktkonzentration im Verlauf einer 
PCR; E = frühe Phase, M = mittlere Phase, 
S = späte Phase (39) 
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der beiden interferierenden Farbstoffe 
und zu einem Anstieg der 
Reporteremission (Abbildung 4). Da für 
jedes amplifizierte Produkt genau ein 
Fluorophor freigelassen wird, ist die 
Zunahme der messbaren Strahlung 
direkt proportional zur Menge der 
amplifizierten Sequenzen.  
 
Die Auswertung erfolgte mit der im ABI 
Prism 7700 Sequenz-Detektionssystem 
integrierten Software. Der 
Fluoreszenzanstieg wird mit Hilfe des 
ABI 7700 Sequence Detektors (Applied 
Biosystems) Zyklus für Zyklus erfasst. 
Das System besteht aus einem 96-
Felder -Thermocycler, einem Argonlaser 
und einer CCD-Kamera (CCD: charge 
coupled device).  
Emissionen zwischen 500 und 600 nm 
werden über lichtleitende 
Glasfaserkabel aufgefangen und durch 
einen teildurchlässigen Spiegel auf einen Spektrographen fokussiert. Die 
Überlagerungsspektren der drei Farbstoffe werden von der CCD-Kamera nach Wellenlänge in 
ihre Farbanteile aufgetrennt und die Daten durch die integrierte Software analysiert. Die 
Emission wird im Abstand von wenigen Sekunden gemessen und der Anteil jedes Farbstoffs 
am erfassten Spektrum ermittelt. Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch fluktuierende, 
PCR-unabhängige Fluoreszenzen zu vermeiden, wird die Emission des Reporterfarbstoffs 
durch die Referenzfarbstoffemmission dividiert.  
 
∆Rn = 
ssionrbstoffemiReferenzfa
sion bstoffemisReporterfa
    (Gleichung 1) 
 
Die Software des ABI 7700 Sequenz-Detektors verarbeitet die gewonnen Daten. ∆Rn wird in 
jedem Zyklus berechnet und gegen die Zykluszahl aufgetragen. Der PCR-Zyklus, bei dem ∆Rn 
einen vorgewählten Schwellenwert erreicht und die Reporterfluoreszenz die 
Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt, wird als CT bezeichnet. (Abbildung 5) 
 
 
 
Abbildung 4 Prinzip der 5‘-3‘-Nuklease-Aktivität 
der AmpliTaqDNA-Polymerase P mit Freisetzung 
des Reporters R vom Quencher Q 
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Abbildung 5 PCR-Amplifikationsschema zur Darstellung der 
Zyklusanzahl CT, bei der die Reporterfluoreszenz Rn+ die 
Hintergrundfluoreszenz Rn-übersteigt 
 
 
Rn wird logarithmisch aufgetragen und der Schwellenwert im exponentiellen Bereich der 
Amplifikationskurve, in dem keine Reaktionskomponente limitierend wirkt, gewählt (Abbildung 6) 
 
 
 
 
 
 
In einer Standardkurve werden die CT-Werte der Referenzprobe in steigender Konzentration 
aufgetragen. Ist die absolute Kopienzahl des untersuchten Gens in der Referenzprobe bekannt, 
 
Abbildung 6 Graphische Darstellung des ABI Prism 7700 Sequenz-
Detektions–Systems zur Schwellenwertberechnung; logarithmische 
Darstellung von ∆Rn gegen die Zykluszahl 
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lässt sich zum CT-Wert der DNA-Probe die Ausgangsmenge in der Standardkurve ablesen 
(Abbildung 7) 
 
 
 
 
 
Mithilfe der ermittelten Standardkurve wird die relative Kopienzahl der Test-DNA bestimmt 
(Ratio Genkopienzahl Test-DNA / Standard-DNA). Bei bekannter Genkopienzahl in der 
Referenzprobe lässt sich die absolute Menge errechnen. 
 
Zur Bestimmung der Genkopienzahl (hier TSPY) in der Referenzprobe, auf die sich die 
Standardkurve und damit die Berechnungen der DNA-Proben beziehen, erfolgt zunächst eine 
Analyse der Referenzprobe mit der Genkopienzahl X am Sequenz- Detektor. In einem zweiten 
Durchgang wird der Referenzprobe ein Testgenfragment bekannter Menge C zugegeben und 
die Messung wiederholt. Die Emissionsdifferenz der beiden Versuche (γ2-γ1) ist direkt 
proportional zur zugegebenen Genkopienzahl C. Aus ihr läßt sich die Kopienzahl X in der 
Referenzprobe errechnen (s. Anhang). 
X     => γ1 
X  + C   => γ2 
   
Abbildung 7 Standardkurve zur Berechnung der relativen DNA-
Konzentration; schwarz dargestellt die Werte der Kontroll-DNA in von 
links nach rechts steigender Konzentration; rot die Werte der DNA-
Proben 
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C
12 γγ −
= A 
X  = A x  γ1 
 
wobei X die Referenzprobe unbekannter Genkopienzahl, C das Testgenfragement bekannter 
Testgenfragmentmenge, γ1 und γ2 Anzahl der Emissionssignale, A die Genmenge pro 
Emissionssignal. 
 
Zur Korrektur möglicher Schwankungen der eingesetzten DNA-Menge wird ein Gen bekannter 
und in jedem Individuum gleicher Kopienzahl als Referenz sowohl in der Referenzprobe als 
auch in der DNA-Probe amplifiziert. So wurde bei diesem Versuch das SRY-Gen, das sich wie 
TSPY auf dem Y-Chromosom (Yp11.3) befindet und beim Mann (Karyotyp 46, XY) in nur einer 
Kopie pro diploidem Genom vorliegt, als Referenz verwendet und die in der Referenzprobe 
gemessene Emission „gleich 1“ gesetzt. Die SRY-Messungen in der Referenzprobe und der 
DNA-Probe sollten den gleichen Wert ergeben, eine Abweichung ist Ausdruck einer 
unterschiedlichen Menge an DNA. Wird z.B. die doppelte DNA-Menge der DNA-Probe 
eingesetzt, so ist auch der gemessene Wert für SRY in der DNA-Probe doppelt so groß wie in 
der Referenzprobe. 
 
Neben SRY wurden in diesem Versuch auch das Faktor VIII-Gen auf dem X-Chromosom und 
das TSPYL-Gen auf dem Chromosom 6 untersucht. Sie dienen zur Evaluierung des 
Referenzgens, da sie wie SRY eine konstante Kopienzahl im Genom haben. Ihre Emissionen 
sollten den Werten des SRY-Gens entsprechen und konstant sein. Abweichungen beim 
Vergleich dieser Referenzloci können Hinweise auf einen Messfehler, aber auch auf 
Aneuploidien geben, wie sie sich in Tumorgewebe nachweisen lassen. 
 
Durch das Verhältnis der gemessenen Größen ist eine zuverlässige absolute Quantifizierung 
eines Gens möglich. Die beschriebene Methode findet Anwendung in der Routinediagnostik, 
z.B. zum Nachweis von Duplikationen im PMP22-Gen bei der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung 
oder Deletionen im gleichen Gen bei der HNPP (hereditary neuropathy with liability to pressure 
palsies) (63).  
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2.2. Material 
Blut- und Gewebeproben 
 
Die DNA stammt aus Blut und Hodengewebe nicht verwandter Männer. Die DNA-Probe eines 
gesunden männlichen Erwachsenen diente bei allen PCR-Amplifikationen als Referenzprobe. 
Die „Normalblutproben“ stammen von 55 nicht verwandten Gesunden. Als „Tumorblutproben“ 
dienten Blutproben 15 Betroffener eines histologisch gesicherten Seminoms. 
Die Gewebeproben der Kontrollgruppe stammten von 33 gesunden Männern, bei denen im 
Rahmen einer Revaskularisierung nach elektiver Sterilisationsbehandlung eine Gewebeprobe 
aus Hoden entnommen worden war.  
Weiterhin wurde Tumorgewebe von 24 Patienten mit Seminomen im Rahmen des operativen 
Eingriffs isoliert und in Flüssigstickstoff bis zur DNA-Extraktion gelagert.  
Es wurden somit 70 Blutproben und 57 Gewebeproben analysiert. 
 
Die Gewebeproben wurden mit Proteinase K behandelt. Die DNA aller Proben wurde 
entsprechend Standardmethoden per Phenolextraktion isoliert und in TE-Puffer (10mM Tris 
HCL, 1mM EDTA, pH 8 mit purifiziertem HPLC Wasser) in einer Konzentration von 12,5 ng/µl 
(nach optischer Dichte bei 260 nm) bei 4°C gelagert. 
 
Sonden und Starter 
 
Sonden und Starter („Primer“) wurden mit der Primer ExpressTMSoftware (Applied Biosystems) 
entworfen und von der Firma Interactiva bezogen. Identische Schmelztemperatur wurde bei der 
Erstellung der Vorwärts- und Rückwärts-Starter berücksichtigt. 
Die folgenden Oligonukleotidsequenzen als Starter wurden benutzt: 
 
TSPY Exon- 4-Fragment (89bp): 
TSPYex4F: 5’-ACT CCA ATT GAG TGG TAT CCG G-3’ 
TSPYex4R: 5’-GAG AAC CAG TTG AAG TTA AGG CT-3’ 
 
Faktor VIII Exon-3-Fragment (87bp): 
F8ex3F: 5’-CTA CCA TCC AGG CTG AGG TTT ATG -3’ 
F8ex3R: 5’-CAC CAA CAG CAT GAA GAC TGA CA -3’ 
 
SRY-1-Fragment (73bp): 
SRY1F: 5’-TGC ACA GAG AGA AAT ACC CGA ATT A -3’ 
SRY1R: 5’-CTG CAA TTC TTC GGC AGC AT -3’ 
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TSPYL-1-Fragment (79bp). 
TSPYL1F: 5’-AGT CCT TCA TTC GCA GAA ACC A -3’ 
TSPYL1R: 5’-TCG GAC TCT GGA AGG CTG TG -3’ 
 
Alle Sonden (bezogen von Applied Biosystems) enthielten am 5’-Ende einen VIC-Reporter, am 
3’-Ende einen über einen LAN (linker arm nucleotide) verbundenen Quencher-Farbstoff 
TAMRA. Die Sonden wurden so gewählt, dass in der Sondensequenz  mehr C als G vorlagen, 
ein G am 5’-Ende wurde nicht akzeptiert. 
 
TSPYex4:  
VIC 5’- AGG CCT ATC GCC GCA GCA GAC ACC ACA -3’ 
F8ex3:  
VIC 5’-ACA GTG GTC ATT ACA CTT AAG AAC ATG GCT TCC C -3’ 
SRY1:   
VIC 5’- TTC GCC TTC CGA CGA GGT CGA TAC TT 
TSPYL1:  
VIC 5’- CTC ATC TGC AGC TTC TTC ACT TGG TTT TCA GAC -3’ 
 
Sonden und Starter wurden in Aliquots  entsprechend der für eine Messung nötigen Menge in 
einer Konzentration von 10pmol/µl in TE-Puffer bei -20°C gelagert. 
 
PCR-Amplifikation 
 
Die PCR wurde mit dem ABI Prism 7700 Sequenz-Detektionssystem, dem TaqMan TM  core 
reagent kit, 96-Felder MicroAmp optical plates TM und MicroAmp optical caps TM (PE 
Biosystems) in Reaktionsvolumina von 24µl durchgeführt. Das Amplifikationsgemisch („Master 
Mix“) für alle Proben einer Reaktion wurde direkt vor der PCR hergestellt und enthielt 1 x 
TaqMan Gold Puffer, je 200 µM dATP, dCTP, dGTP, und 400 µM dUTP, 4,5mM MgCl, 0,0025 
U /µl AmpliTaqGold, 0,005 U /µl AmpErase Uracil N-Glykosylase (UNG), je 300 nM des 
Vorwärts- bzw. Rückwärts-Starters, 200nM TaqMan TMSonde und HPLC purifiziertes Wasser. 
In jedem Versuch erfolgte die Amplifikation (TSPY, Faktor VIII, SRY bzw. TSPYL) parallel in der  
Referenzprobe und der Test-DNA. In jeder Einzelreaktion wurden 50ng Test-DNA bzw. für die 
Standardkurve in je drei Feldern 12,5 ng, 25 ng, 50 ng und 125 ng DNA der Referenzprobe 
eingesetzt. Zur Aktivierung von AmpErase Uracyl-N-Glycolsylse (Kontaminationsvermeidung) 
wurde die PCR 2’ bei 50°C eingeleitet. Es folgten 10’ bei 95°C, und 40 x (15’’ bei 95°C, 1’ bei 
60°C). Jeder Versuch erfolgte in vier Durchläufen. 
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DNA-Kalibrierung 
 
Zur DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch die Firma Roboscreen GmbH in Leipzig 
eine Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (HPLC) von TSPY Exon 4-Fragmenten und 
Faktor VIII Exon 3-Fragmenten. Das TSPY-Exon 4-Fragment hat eine Länge von 89bp, ein 
Molekulargewicht MG von 54692,6 g/mol. Es wurde durch PCR amplifiziert und auf einem 
2%igen Agarosegel elektrophoretisch gereinigt (QIAquick Gel Extraction Kit). Nach optischer 
Dichtemessung bei 260 nm OD (Konzentration 25,2 ng/µl) erfolgte eine Verdünnung auf 10ng/µl 
(79,4µl TSPY-Fragment + 120,6µl H2O). Genauso wurde mit dem Faktor VIII Exon 3-Fragment 
verfahren (Länge 87bp; Molekulargewicht 53475,8g/mol; optische Dichte 30,9ng/µl; 
Verdünnung: 64,7µl FVIII-Fragment + 135,3 µl H2O).  
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3 ERGEBNISSE 
 
 
Zur Quantifizierung der TSPY-Genkopienzahl wurden 55 Blutproben und 33 testikuläre 
Gewebeproben von nichtverwandten gesunden Männern und 15 Blutproben und 24 
Gewebeproben von Hodentumorpatienten mittels quantitativer Echtzeit-
Polymerasenkettenreaktion durch das ABI 7700 Sequence-Detector-System von Applied 
Biosystems untersucht. Die TSPY-Genkopienzahl im Blut und Hodengewebe wurde relativ 
quantifiziert, indem eine DNA-Referenzprobe mit bekannter TSPY-Kopienzahl eingesetzt 
wurde. 
 
Die Messung der Konzentration des TSPY-Exon4-Fragments durch HPLC ergab eine 
Konzentration von 7,26371E+10 Molekülen /µl, des Faktor VIII Exon 3-Fragments von 
1,24917E+11 Molekülen /µl. 
Die Fragmente wurden verdünnt (s. Anhang) und 280.000 Kopien des TSPY-Fragments bzw. 
15.000 Kopien des Faktor VIII-Fragments wurden 50ng der Referenzprobe beigegeben und 
durch Echtzeit- PCR mit dem ABI Prism 7700 Sequenz-Detektionssystem amplifiziert. Laut 
Berechnung auf Grundlage der Avogrado-Konstante und des durchschnittlichen 
Molekulargewichtes eines Nukleotids waren in 50ng genomischer DNA 7462 Faktor VIII-Kopien 
zu erwarten (s. Anhang Formel 1). Die Berechnung bezieht sich auf die Größe des diploiden 
Genoms, das laut International Human Genome Sequencing Consortium 6,4 x 109 bp groß ist 
(17). Die Analyse und anschließende Berechnung aufgrund der durch HPLC ermittelten Werte 
ergab eine Kopienzahl von 8480 Kopien, also ein um den Faktor 1,136 höheres Ergebnis als 
nach Berechnung erwartet (s. Anhang) 
 
Für TSPY errechnete sich alleine auf Grundlage der TSPY-Fragmentkonzentrationsbestimmung 
durch HPLC ein Wert von 50,58 TSPY-Kopien pro Genom. Die absolute Quantifizierung mit 
Korrektur durch das Faktor VIII-Ergebnis ergab eine TSPY-Genkopienzahl von 57,47 in der 
DNA-Kontroll-Probe (s. Anhang) 
 
Es wurden für alle Proben je vier Messungen von TSPY und den drei Testloci SRY, Faktor VIII 
und TSPYL durchgeführt. Da SRY wie das Testgen TSPY auf dem Y-Chromosom liegt, diente 
es für alle Proben als Referenzgen. 
Die Messdaten der Testloci aller 70 Blutproben und 57 Gewebeproben wurden gegeneinander 
gemessen (Faktor VIII /SRY, Faktor VIII /TSPYL, TSPYL /SRY). Der Erwartungswert beträgt 1. 
Waren für eine Probe sowohl Faktor VIII /SRY als auch TSPYL /SRY entweder kleiner als 
0,6667 oder größer als 1,500 und lag Faktor VIII /TSPYL innerhalb dieser Grenzen, so wurde 
SRY als Fehlmessung bewertet und die Messung aus den weiteren Untersuchungen 
ausgeschlossen. 
 20
 
Abbildung 8 Ergebnisse des Quotienten Faktor VIII/SRY in Blutproben 
 
 
 
 
Abbildung 9 Ergebnisse des Quotienten Faktor VIII / SRY in Gewebeproben 
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In die weitere Bewertung gingen ein: 
• 51 von 55 Blutproben Gesunder (92,7%) 
• 13 von 15 Blutproben Betroffener eines Seminoms (80%) 
• alle 24 Gewebeproben Gesunder (100%) 
• 28 von 33 Gewebeproben aus Seminomen (84,8%) 
= 64 von 70 Blutproben (91,4%) und  52 von 57 Gewebeproben (94,5%) 
= 115 von 127 Proben gesamt (90,6%) 
 
 
Die absolute Kopienzahl in den DNA-Proben konnte durch Vergleich mit der Referenzprobe 
bekannter TSPY-Kopienzahl (57,47) bestimmt werden. Schwankungen der DNA-
Konzentrationen wurden durch den Messwert von SRY korrigiert. Die Formel zur Berechnung 
lautet demnach: 
 
 
SRY
TSPY
x  a     (Gleichung 2) 
 
 wobei a = 57,47 (TSPY-Genkopienzahl der Kontrolle) 
 
 
Zur Bestimmung der individuellen Variation der TSPY-Genkopienzahl auf dem Y-Chromosom 
wurden 51 Blutproben und 24 native testikuläre Gewebeproben von nichtverwandten gesunden 
Männern mittels Echtzeit-PCR untersucht. Das Ergebnis ist in Tabelle 2 dargestellt. 
 
 
 Gült. N Mittelwert Minimum Maximum Stdabw. V coef. 
Blut Gesunder 51 54 26 180 28,78 52,87
Natives Hodengewebe 24 182 72 313 78,07 43
Tabelle 2  TSPY-Kopienzahl in Blut und Gewebe Gesunder 
 
 
Bei der Analyse der Blutproben betrug die mittlere Kopienzahl bei gesunden Männern 54 
Kopien mit einem Minimum von 26 und einem Maximum von 180 (Variationskoeffizient 52,87 
Kopien). Wird von den oberen abweichenden Werten von 170 und 180 (s. Abbildung 10) 
abgesehen, so ergaben sich Werte zwischen 26 und 100 Kopien. In den 24 nativen 
Hodengewebeproben betrug die mittlere TSPY-Kopienzahl 182 (Minimum 72, Maximum 313, 
Variationskoeffizient 43 Kopien). 
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Des Weiteren wurde die TSPY-Genkopienzahl in Blut von 13 Hodentumorpatienten und in 28 
Hodentumorgewebeproben analysiert. Die 13 Blutproben stammten alle von Patienten, von 
denen auch Hodentumorgewebe untersucht wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. 
 
 
 Gült. N Mittelwert Minimum Maximum Stdabw. V coef. 
Blut Hodentumorpt. 13 46 29 60 9,63 20,76
Tumoröses 
Hodentumorgewebe 
28 176 59 260 51,08 29,03
Tabelle 3 TSPY-Kopienzahl in Blut und Gewebe von Hodentumorpatienten 
 
 
Zusammengenommen ergab sich im Blut von Gesunden und Betroffenen ein Mittelwert von 53 
TSPY-Kopien (Variationskoeffizient 49,59). Die Häufigkeitsverteilung ist in Abbildung 10 
graphisch dargestellt. 
 
 
 
Abbildung 10 Vergleich der Häufigkeiten der TSPY-Genkopienzahl in Blut von Gesunden  
 
In den untersuchten nativen und malignen testikulären Geweben betrug die mittlere TSPY-
Kopienzahl 179. Interindividuell differierte die Anzahl der TSPY-Gene von 59 bis 313 Kopien. Es 
ergab sich, wie in Abbildung 11 dargestellt, in den Geweben zusammengenommen eine mittlere 
Kopienzahl von 179 mit einem Minimum von 52 und einem Maximum von 313. 
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 Abbildung 11 Vergleich der Häufigkeiten der TSPY-Genkopien in testikulärem Gewebe 
 
In den Geweben wurde eine im Vergleich zum Blut ca. 3,5-fach erhöhte TSPY-Genkopienzahl 
gemessen, unabhängig davon, ob es sich um Proben von Gesunden oder Seminompatienten 
handelt (Abbildung 12).  
 
 
 Abbildung 12 Vergleich der TSPY-Genkopienzahl in Blut und Hodengewebe 
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Ein Vergleich der TSPY-Messergebnisse in Blut und Gewebe einzelner Patienten zeigte keine 
Korrelation der erhobenen Werte. Wie in Abbildung 13 ersichtlich, lässt sich aus der TSPY-
Genkopienzahl eines Patienten im Blut kein Rückschluss auf die Anzahl der TSPY-Genkopien 
im testikulärem Gewebe ziehen. 
 
 
 
 
 
Insgesamt lag die relative Streuung für TSPY nach Korrektur der DNA-Konzentration 
(TSPY/SRY) in Blut (Variationskoeffizient 50%) höher als in Hodengewebe 
(Variationskoeffizient 36%), für Faktor 8 (Faktor 8 /SRY) in Blut bei 18%, in Hodengewebe bei 
15% (Tabelle 3) 
 
 
 
 
 
Tabelle 4 Berechnung der 
Variationskoeffizienten für TSPY und Faktor 
VIII in Blut und Hodengewebe 
 
BLUT F8/SRY TSPY/SRY 
Mittelwert 1,13 0,92
Standardabw 0,17 0,46
Variationskoeffizient 15% 50%
GEWEBE   
Mittelwert 1,15 3,11
Standardabw 0,20 1,12
Variationskoeffizient 18% 36%
Abbildung 13 Vergleich der TSPY-Genkopienzahl in Blut und Gewebe von dreizehn 
Seminompatienten 
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Da die Quantität der eingesetzten DNA über eine SRY-, Faktor VIII- und TSPYL-Amplifikation 
evaluiert worden war, wurde die relative TSPY-Genkkopienzahl für jede einzelne Probe ermittelt 
(TSPY/SRY). Der Vergleich der relativen Kopienzahlen zeigte eine somatische TSPY-
Amplifkation in testikulärem Gewebe um den Faktor 3. Insgesamt fiel die relative Streuung im 
Blut höher aus als in den anaylsierten Geweben. Die Unterschiede der Genkopienzahl in Blut 
und Gewebe konnten nicht für das y-chromosomale Referenzgen SRY und das autosomale 
Testgen TSPYL auf dem Chromosom 6 und den x-chromomalen Faktor VIII gefunden werden 
(Abbildung 14) 
 
 
Abbildung 14 Emissionswerte für die untersuchten Gene TSPY, SRY, Faktor VIII und TSPYL 
in Blut (jeweils links) und Gewebe (jeweils rechts).  
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4 DISKUSSION 
 
 
Manz et al (35) zeigten, dass die TSPY-Genkopienzahl beim Menschen interindividuell 
unterschiedlich zwischen 30 und 60 Kopien schwanken kann. Die in dieser Arbeit präsentierten 
Ergebnisse bestätigen die interindividuelle Variation der TSPY-Genkopienzahl. Im Gegensatz 
zu den Ergebnissen von Manz et al konnten jedoch in Blut von Männern Werte von 26 bis 180 
Kopien ermittelt werden. Durch die hier eingesetzte Echtzeit-PCR ließ sich also eine größere 
individuelle Variation erfassen, die zwar die vorher veröffentlichten Ergebnisse einschließt, 
jedoch im Mittel bei 54 TSPY-Genkopien, also im oberen Bereich der Erwartungswerte, lag. Die 
Methode der Echtzeit-PCR wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal zur quantitativen Erfassung 
der Kopienzahl einer Y-chromosomalen Genfamilie eingesetzt.  
Bei der Sequenzanalyse der „Male Specific Region“ auf dem Y-Chromosom durch Skaletzky et 
al (50) wurden 35 TSPY-Kopien dedektiert, die auf zwei TSPY-Genorten auf dem kurzen Arm 
des Y-Chromosoms lokalisiert sind: ein TSPY-Locus (34 Kopien) im Deletionsintervall 4A und 
eine einzelne TSPY-Kopie distal von 4A. Die Daten wurden aus BAC-Klonen gewonnen, die zu 
60% überlappend, zu 40% nur einmal vorlagen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
bei der Sequenzierung durch Skaletzky et al Genkopien nicht erfasst wurden. Hierfür spricht die 
Dedektierung von nur zwei TSPY-Loci, Dechend et al (9) dagegen hatten bei der Analyse von 
YAC-Klonen fünf über das gesamte Y-Chromosom verteilte TSPY-Genloci nachgewiesen, ein 
weiterer wurde durch Ratti et al (43) beschrieben. Insgesamt existieren 4 TSPY-Loci auf Yp 
(TSPYA bis TSPYD) und zwei weitere Loci (TSPYE, TSPYF) auf Yq (9, 43) 
 
Neben Messungen in Blut gesunder Männer wurde auch die TSPY-Genkopienzahl in Blut von 
13 Patienten mit Hodentumoren (Seminomen) mittels Echtzeit-PCR untersucht. Bei den 
Hodentumorpatienten wurde ein arithmetischer Mittelwert von 46 TSPY-Genkopien ermittelt. In 
den Blutproben Gesunder und Betroffener zusammengefasst wurden im Mittel 53 TSPY-
Genkopien detektiert. Die Hypothese, dass eine Prädisposition für Seminome auf Unterschiede 
der genomischen TSPY-Genkopienzahl zurückzuführen ist, konnte folglich nicht bestätigt 
werden.  
 
Die Funktion der in Blut nachgewiesenen multiplen TSPY-Genkopien ist nicht bekannt. 
Entstanden sind sie vermutlich durch wiederholte Duplikationen während der Evolution des Y-
Chromosoms. Da kein entsprechendes Homolog auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, kann 
keine Rekombination durch Crossingover mit einem Nichtschwesterchromatid  eines 
homologen Chromosoms während der Meiose stattfinden. Ein Austausch von genetischem 
Material ist nur durch einen ungleichen Schwesterchromatidaustausch während Meiose und 
Mitose möglich. Tandemwiederholungseinheiten, wie sie auch für TSPY existieren, begünstigen 
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eine nichtreziproke Rekombination zwischen Schwesterchromatiden. Hierdurch können 
möglicherweise die negativen Effekte von Mutationen in der nichtrekombinanten Region auf 
dem Y-Chromosom ausgeglichen werden. Dominant negative Mutationen können dilutiert, 
Effekte von Nullallelen kompensiert werden.  
Es wäre von Interesse, Verwandte zu untersuchen, um festzustellen, ob zwischen den 
Generationen eine Veränderung der TSPY-Genkopienzahl erfolgt. 
 
In den hier untersuchten Proben aus Hodengewebe ergaben sich weitaus höhere TSPY-
Genkopienzahlen als in Blut. Die TSPY-Genkopienzahl lag in nativem Gewebe um einen 
Mittelwert von 182 Kopien und damit ca. dreimal höher als in Blut Gesunder. In den 28 
untersuchten Hodentumorgewebeproben wurde ein arithmetischer Mittelwert von 176 Kopien 
ermittelt. Abhängig von der Herkunft der Zellen - Blut oder Gewebe - zeigte sich auch innerhalb 
der untersuchten Individuen (13 Tumorpatienten) eine Variation mit 2,6 bis 7,6-fach erhöhten 
Messwerten. Aus der TSPY-Genkopienzahl im Blut eines Individuums konnte kein Rückschluss 
auf die Kopienzahl im testikulären Gewebe gezogen werden. (s. Abbildung 13). 
Die Zunahme der Genkopienzahl in Gewebe war für das Y-chromosomale TSPY-Gen 
spezifisch, zeigte sich jedoch nicht für das autosomale TSPYL auf dem Chromosom 6, Faktor 
VIII auf dem X-Chromosom und das SRY-Gen auf dem Y-Chromosom. Bisher veröffentlichte 
Daten zur TSPY-Genkopienzahl hatten sich auf Blutproben bezogen. Eine Analyse an 
Hodengewebe wurde bisher zur Quantifizierung von TSPY-RNA durchgeführt und ergab hohe 
Werte des TSPY-Transkripts in Spermatozytenvorstufen und Carcinomata in situ, jedoch 
wurden keine Untersuchungsergebnisse auf genomischer Ebene veröffentlicht. 
Das Hodengewebe ist reich an Spermien und Spermienvorstufen, in denen jeweils der haploide 
Chromosomensatz mit männlichem oder weiblichen Chromosomensatz vorliegt. Eine 
Verzerrung der Resultate aufgrund eines übermäßigen Anteils an Spermien mit männlichem 
Chromosomensatz wurde durch die Korrektur mit SRY, das ebenfalls auf dem Y-Chromosom 
liegt, vermieden. 
 
Die Ergebnisse weisen auf eine somatische Variation der TSPY-Genkopienzahl hin. Dies 
bedeutet, dass in den Keimzellen beziehungsweise ihren Tochterzellen eine Amplifikation des 
TSPY-Gens erfolgte. Eine solche Genamplifikation ist eine bekannte Eigenschaft 
prokaryontischer Zellen. Mit diesem Mechanismus passen sich bakterielle Populationen an 
Umgebungsveränderungen an und modullieren die Expression von während der Entwicklung 
notwendigen Genen.  
Auch bei Tieren sind physiologische DNA-Amplifikationen beschrieben worden. Ahlroth et al. (1) 
konnten beim Huhn mittels Fiber-FISH-Analyse eine Kopienzahlfluktuation im Avidin-Gen 
nachweisen. Dieses Gen befindet sich auf dem Z-Chromosom, das beim Huhn in einer Kopie 
(ZW), beim Hahn in zwei Kopien (ZZ) vorliegt. In den einzelnen Zellen eines Huhns konnten 
unterschiedliche Kopienzahlen des Avidin-Gens nachgewiesen werden. Als 
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Entstehungsmechanismus wurde ein sog. ungleicher Schwester-Chromatiden-Austausch 
angenommen. Hierbei erfolgt ein Crossing-over zwischen nichtallelischen Sequenzen zweier 
Schwesterchromatiden. Die Fehlpaarung wird durch Homologien der Sequenzen stabilisiert, 
v.a. in Bereichen repetitiver Tandemsequenzen. Der reziproke Austausch führt auf dem einen 
DNA-Strang zu einer Insertion, auf dem anderen zu einer Deletion. Dies bedeutet, dass bei 
einem reziproken Austausch die Summe der Kopien die gleiche bleibt. 
Bei unseren Messungen wurden nicht wie bei Alroth et al. einzelne Zellen, sondern DNA aus 
Gewebeproben untersucht. Es fand sich eine absolute Zunahme der Kopien, Befunde an 
Einzelzellen wurden nicht gewonnen. Wenn, wie von Ahlroth et al postuliert, innerhalb des 
Individuums ein Mosaik aus Genduplikationen und Gendeletionen von Schwesterchromatiden 
vorliegen würde, müsste in der Summe die Kopienzahl im Gewebe und Blut eines Individuums 
identisch sein. 
Die somatische Genamplifikation von TSPY könnte dann durch den von Alroth et al 
beschriebenen Mechanismus erklärt werden, wenn Zellen mit einer Geninsertion einen 
Selektionsvorteil gegenüber denen mit entsprechender Deletion aufwiesen und eine erhöhte 
Mitose-/Meioserate in weiteren Zyklen entwickelten. Eine Zunahme der Kopienzahl in folgenden 
Generationen dieser Gewebe wäre zu erwarten. Beim Mann erfolgt während der meiotischen 
Teilungen die Degeneration von ca. 30 - 40% der Gameten. Eine Aussage, ob und wann 
möglicherweise eine solche Selektion stattgefunden hat, ist in unserem Versuch aufgrund von 
Messungen an testikulärem Gewebe, das alle Stufen der Spermatogenese einschließt, nicht 
möglich.  
 
Ein Mechanismus, bei dem es zu einem Gewinn an Kopien ohne Verlust auf dem Homolog 
kommt, findet sich bei kurzen repetitiven Tandemsequenzen (Mikrosatelliten). Hier können 
Fehlpaarungen zwischen den komplementären DNA-Strängen einer DNA-Doppelhelix zu 
Insertionen oder Duplikationen führen. DNA-Stränge der Helix verschieben sich während der 
Replikation gegeneinander und lassen ungepaarte Bereiche mit Expansionen entstehen. Im 
Gegensatz zu Mikrosatelliten, die nur aus kurzen repetitiven Sequenzen mit ca. 4 Nukleotiden 
bestehen, beinhaltet ein TSPY-Gen jedoch mehr als tausend Nukleotide. 
 
Genexpansionen können auch über Genkonversion entstehen (Übersicht s. 36). Genkonversion 
bezeichnet den Vorgang des Austauschs von genetischer Information zwischen zwei Genen 
oder Genbereichen auf DNA-Ebene ohne Informationsverlust des Donors. Dieser Mechanismus 
ist bei höheren Eukaryonten z.B. im Zusammenhang mit Medikamentenresistenzen 
beschrieben worden. Neben der Homogenisierung oder Diversifikation von Allelen können 
Allele mittels Genkonversion auch expandieren. Das sogenannte Doppelstrang-Reparatur-
Modell beschreibt diesen Vorgang. Es ist in Abbildung 15 veranschaulicht. 
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Abbildung 15 Duplikation über Holliday-
Verbindung nach Martinsohn et al (36) Gezeigt 
sind zwei Doppelstränge einer homologen 
Duplex. Der Doppelstrangbruch eines Strangs 
wird zu Lücke erweitert. Die freien Enden 
binden an das Homolog. Es erfolgt die 
Reparatursynthese, bei der der freie Strang als 
Starter dient, das Homolog als Matrize. Die 
Lösung der „Holliday-Verbindung“ kann zu 
Non-Crossover- oder Crossover-Produkten 
(letztere nicht dargestellt) mit einem 
expandierten Allel führen (dicke schwarze 
Linie). 
 
 
 
 
Eingeleitet wird die DNA-Expansion durch einen Doppelstrangbruch eines Chromatids. Die 
entstehenden freien 5’-Enden werden exonukleolytisch abgebaut, was zu einer 
Doppelstranglücke führt. Die freien Stränge (3’- und 5’-Ende) binden an die 
Schwesterchromatide, es bildet sich eine  Holliday-Verbindung, eine kovalente Bindung von 
DNA-Helices. Der offene Strang dient als Starter. DNA wird entlang des als Matrize dienenden 
Homologs synthetisiert. Schließlich verbindet sich der verlängerte Strang mit dem vorher 
gespaltenen 3’-Ende, die kovalente Bindung am Homolog wird gelöst. Entstanden ist eine DNA-
Helix mit expandiertem Genbereich. 
Dieses Modell (36) bietet eine Erklärung, wie die Kopienzahl von ganzen Genen oder 
Genbereichen auf dem in der männlichen Zelle in nur einer Kopie vorkommenden Y-
Chromosom zunehmen kann. 
 
Ein weiterer möglicher Mechanismus eines Genkopiengewinns ist eine Amplifikation über RNA-
Stufen ähnlich der Replikation retroviraler DNA. Die entstehenden DNA-Bereiche sind intronlos, 
da sie über RNA-Intermediäre entstehen. Ob die gemessenen Amplifikationsprodukte solche 
intronlosen TSPY-Gene oder aber TSPY-Gene mit Exons und Introns wiederspiegeln, kann in 
dem jetzigen Versuch nicht festgestellt werden, da die verwendeten Starter der PCR an 
Exonbereiche des TSPY-Gens binden und damit nur kleine Exonbereiche des TSPY-Gens 
amplifiziert wurden. 
 
Daß die Erhöhung der TSPY-Genkopienzahl in Gewebe auf pathologische chromosomale 
Duplikationen, wie man sie häufig bei Tumoren findet, zurückzuführen ist, scheint 
unwahrscheinlich, da sich nicht nur in tumorösem sondern auch in gesundem Hodengewebe 
hohe TSPY-Genkopienzahlen bis zu 313 nachweisen ließen. Auch blieb das Verhältnis von 
Faktor VIII auf dem X-Chromosom und SRY auf dem Y-Chromosom in den Proben konstant. 
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Das SRY-Gen befindet sich im Bereich Yp11.3, also auf dem kurzen Arm des Y-Chromosoms, 
wo auch vier der bisher beschriebenen sechs Genkomplexe des TSPY-Gens liegen. Die 
Kopienzahlbestimmung von SRY ergab keine Diskrepanz zwischen Gewebe und Blut.  
 
Eine mögliche Ursache der hohen ermittelten TSPY-Genkopienzahl in testikulärem Gewebe 
sind Messungenauigkeiten. Ein Vergleich der Variationskoeffizienten zeigt, dass die relative 
Streuung der TSPY-Genkopienzahl in testikulärem Gewebe (Variationskoeffizient 36%) weniger 
schwankte als in Blut (Variationskoeffizient 50%). Für das Faktor VIII-Gen, das in einer Kopie 
pro Genom in der Zelle vorliegt, ist die Schwankung in Blut und Gewebe geringer ausgefallen 
(in Blut 15%, in Hodengewebe 18%, siehe Tabelle 3).Die relativ hohe Streuung trat in beiden 
Proben nur beim TSPY-Gen, nicht jedoch beim Faktor VIII-Gen als Referenzprobe auf. 
 
Der erhobene Befund der höheren TSPY-Genkopienzahl in testikulärem Gewebe im Vergleich 
zu Blut steht im Gegensatz zu der Auffassung, dass fast alle Zellen eines Individuums (mit 
Ausnahme von Lymphozyten) ein identisches Erbgut besitzen und eine somatische 
Veränderung als pathologisch gewertet werden muss. Der physiologische Nutzen einer auf das 
Hodengewebe beschränkten Amplifikation ließe sich mit der vermuteten 
proliferationsregulierenden Funktion des TSPY-Gens erklären. Der hohe Grad an Homologie 
von TSPY zu SET und NAP, die biochemische Modifikation von TSPY über eine 
Phosphorylierung und die zum Teil nukleäre Lokalisation von TSPY in Testes sowie die 
testesspezifische Expression in Spermatogonien und Spermatozyten führte zu der Hypothese, 
dass TSPY eine Funktion bei der Zellzyklusregulation in Spermatogonien zukommt. Im Ejakulat 
finden sich etwa 60 Mio. Spermien/ml, die während der ca. 72 Tagen dauernden 
Spermatogenese aus den Spermatogonien in den Hodenkanälchen gebildet werden. 
Möglicherweise wirkt TSPY spezifisch im massiven Zellumsatz der Spermatogenese. 
 
Bei der beschriebenen quantitativen Echtzeit-PCR handelt es sich um eine sensible Methode, 
die zur Quantifizierung von Genen geeignet ist und in der Diagnostik eingesetzt wird. Durch die 
Anwendung einer Hybridisierungssonde kombiniert die Echtzeit-PCR die Sensitivität der 
herkömmlichen PCR mit der Spezifität der Southern Transfer-Analyse. Zur Bestätigung der in 
dieser Arbeit beschriebenen Messergebnisse sind jedoch Untersuchungen mit einer weiteren 
Methode indiziert. Die Southern Transfer-Analyse bietet den Vorteil, dass die Genkopienzahl 
ohne vorherige Genamplifikation bestimmt werden kann. Sollte sich der Befund der im 
Vergleich zu Blut höheren Genkopienzahl in Hodengewebe durch eine Southern Transfer 
Analyse bestätigen, könnte die FISH-Analyse in Hodengewebe Aufschluss über die Verteilung 
und Größe der TSPY-Loci auf dem Y-Chromosom geben. 
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5 ANHANG 
 
Formel 1:  
Menschliches Genom: 6,4 x 109 bp  (17) 
Durchschittl. Molekulargewicht eines Nukleotids = 615,8 
 
6,4 x 109 bp x 615,8 = 3,94 x 1012 g/mol 
 
3,94 x 1012 g/mol = 6,02214 x 1023 Moleküle  (Avogadro-Konstante) 
 
1g DNA entspricht 1,52 x 1011 Molekülen 
 
50ng DNA entspricht 7,462 x 103 Molekülen 
 
→1g genomische DNA hat rechnerisch 1,52 x 1011 Genomäquivalente 
50ng DNA haben rechnersich  7,462 x 103 Genomäquivalente  
 
Verdünnung der Fragmente 
TSPY Exon 4: Ausgangskonzentration 7,26371*1010 
 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 93,7µl H2O 
= 70000/ µl 
 
   
 
 
FVIII Exon 3 Ausgangskonzentration 1,24917*1011 
 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 323µl H2O 
10µl + 90µl H2O 
10µl + 990µl H2O 
=3750/ µl 
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PCR zur absoluten Quantifizierung: 
F VIII-Mittelwert pro 50ng DNA: 50,11    (45,17; 54,64; 50,53) 
                       +ex3-Fragment: 138,75   (134,11;144,11; 138,05) 
                                   Differenz=88,64 
                                           
    88,64:       15.000 Kopien im  Fragment 
→ 50,11:        8.479,8 absolute Kopienzahl  in 50ng DNA    
                          x  7,462 x 103  (Formel 1) 
                            
                           = 1,136 errechnete Zahl der F8-Kopien pro Genom 
 
 
TSPY-Mittelwert pro 50 ng DNA:   56,5     (51,63; 61,30; 56,70)                                               
                           + ex4-Fragment: 98,46   (89.21; 109,67; 96,51)                                                    
                                    Differenz = 41,93      
                                  41,93:  280.000 Kopien im Fragment 
                             → 56,5:    377.495 absolute TSPY-Kopienzahl in 50ng DNA  
                                                    x  7,462 x 103 (Formel 1) 
                             = 50,58 errechnete Zahl der TSPY-Kopien pro Genom 
 
korrigiert durch FVIII:    x 1,13 
 
 = 57,47 korrigierte TSPY-Kopienzahl 
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